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Verfahren mm Tdentifizieren von fnnririd wirl...^.„ v^>i^^^^. n.en h..l...„H 
auf MevalonatKinasen aus Pily-an 



Die Erfindung be^eht sich auf ein Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden die 
Verwendung von Mevalonate Kinase zum Identifizieren von Fungiziden, und die 
Verwendung von Inhibitoren der Mevalonate Kinase als Fungizide. 

UnerwOnschtes PUzwachstum, das in der Landwirtschafl jedes Jahr zu betrSchtUchen 
Schaden fiihrt, kann durch die Verwendung von Fungiziden kontroUiert werden. Die 
Ansprttche an Fungizide sind dabei hinsichtUch ihrer Wirksamkeit, Kosten und vor 
aUem ihrer UmweltvertrSgUchkeit stetig angestiegen. Es existiert deshalb ein Bedarf 
an neuen Substanzen bzw. Substanzklassen. die zu leistungsfShigen und umwelt- 
vertragUchen neuen Fungiziden entwickelt werden kSnnen. Im Allgemeinen ist es 
iibhch. in Gewachshaustests nach solchen neuen Leitstrukturen zu suchen. Solche 
Tests sind jedoch arbeitsintensiv und teuer. Die Anzahl der Substanzen, die im 
Gewachshaus getestet werden kSmien. ist entsprechend begrenzt. Eine Alternative zu 
solchen Tests ist die Verwendung von sogenannten Hochdurchsatzverfehren (HTS = 
high throughput screening). Dabei werden in einem automatisierten Verfahren eine 
groBe Anzahl von Einzelsubstanz^n hinsichtlich ihrer Wirkung auf ZeUen, indi- 
viduelle Genprodukte oder Gene getestet. Wird filr bestimmte Substanzen eine 
Wirkung nachgewiesen. so kSnnen diese in herkcimmhchen Screeningveifehren 
untersucht und gegebenenfalls welter entwickelt werden. 

Vorteilhafle Angrififspunkte flir Fungizide werden oft in essentiellen Biosynthese- 
wegen gesucht Ideale Fungizide sind weiterhin solche Stoffe, die Genprodukte 
hemmen, die eine entscheidende Bedeutung bei der AusprSgung der Pathogenitfit 
ernes Pilzes haben. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung War es. einen geeigneten neuen Angriffspunkt 
fiir potentielle fungizide Wirkstoffe zu identifizieren und zugSnglich zu machen, und 
darauf basierend ein Verfahren zur Verfttgung zu steUen, das die Identifizierung von 
Modulatoren dieses Angriffspunkts ennOgUcht. urn damit die Identifizierung neuer 
Fungizide zu ermfiglichen. 
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Abbildu ngen und Seauenzp rntftlfnH 

AbMdunU: Die Mevalonat Kinase katalysiert die Reaktion von (R)-Mevalonat 
und Adenosintriphosphat zu (R)-5-Phosphomevalonat und 
Adenosindiphosphat. 



Abbildung 2: 



Abbildunp3: 



Abbildunp 4- 



Homologie zwischen Mevalonat Kinasen aus verschiedenen Pilzen: 
(I) Saccharomycs cerevisiae, (2) Schizosaccharomyces pombe, (3) 
Ustilago maydis, (4) Newospora crassa, (5) Magn^orthe grisea. 
Rahmen geben Bereiche mit einer genau tibereinstimmenden 
Sequenz wieder (Konsensussequenz). 

Heterologe Expression der Mevalonat Kinase in E. coli BL21 
(DE3). Das flberexprimierte GST-Fusionsprotein hat eine GrOfie 
von 74,5 kDa In den Spuren M wurden GroBenstandards aufge- 
tragen. Spur 1: Pelletfraktion; Spur 2: Cytoplasmafraktion der aber- 
exprimierten Mevalonat Kinase (3 Stunden Induktion mit lOOmM 
IPTG bei 30° C); Spur 3: Waschfiaktion nach dem Auftragen der 
Cytoplasmafraktion auf die Glutathion-Sepharose Stule; Spur 4: 
Elutionsfraktion mit angereinigter Mevalonat Kinase. 

Kinetik der Umsetzung von Mevalonat und Adenosintriphosphat 
durch unterschiedUche Konzentrationen an Mevalonat Kinase im 
Assay. In einem Assayvolumen von 50 |il wurden 300 \iU 
Adenosintriphosphat, 500 nM Mevalonat, 300 yM NADH, 400nM 
Phosphoenolpyruvat, 0.2 U Pyruvat Kmase und 0,4 U Laktat 
Dehydrogenase sowie unterschiedliche Mengen an Mevalonat 
Kinase emgesetzt. Die verwendeten Protemkonzentrationen der 
Mevalonat Kinase sind der Abbildung zu entnehmen. Die Urn- 
setzung des Mevalonat wurde anhand der gekoppelten Reaktion mit 
der Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase verfolgt. Dabei wird 
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die Umsetzung des ATP mittels Mevalonat durch die gekoppelte 
Absorptionsabnahme bei 340 nm (Abnahme des NADH in ge- 
koppelter Reaktion) verfolgt. 

SEQIDNOrl Nukleinsauresequenz kodierend fur die Mevalonat Kinase aus 
Ustilago maydis. Die angegebene Sequenz entspricht der genomi- 
schen DNA. 

SEQ ID NO: 2 AminosSuresequenz der Mevalonat Kinase aus Ustilago maydis. 
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Definitionen 



Unter dem Begriff "Homologie" bzw. "IdentitSt" soU die Anzahl der Oberein- 
stinimenden Aminosauren (Identitat) mit anderen Proteinen, ausgedriickt in Prozent 
verstanden werden. Bevorzugt wird die Identitat durch Vergleiche einer gegebenen 
Sequenz zu anderen Proteinen mit Hilfe von Computeiprogranmien emiittelt. Weisen 
Sequenzen, die miteinander verglichen werden, unterschiedliche Langen auf, ist die 
Identitat so zu ermitteln, dass die Anzahl an Aminosauren, welche die kiirzere 
Sequenz mit der langeren Sequenz gemeinsam hat, den prozentualen Anteil der 
Identitat bestimmt. Die Identitat kann standardmaBig mittels bekannten und der 
Offentlichkeit zur Verfilgung stehenden Computerprograimnen wie z.B. ClustalW 
(Thompson et al.. Nucleic Acids Research 22 (1994), 4673-4680) ennittelt werden. 
ClustalW wird z.B. Sffentich zur Verfligung gesteUt von Julie Thompson 
(Thompson@EMBL-Heidelberg.DE) und Toby Gibson (Gibson@EMBL- 
Heidelberg.DE), European Molecular Biology Laboratory, Meyerhofstrasse 1, D 
69117 Heidelberg, Germany. ClustalW kann ebenfalls von verschiedenen Intemet- 
seiten. u.a. beim IGBMC (Institut de Gen^tique et de Biologie Mol6culaire et 
Cellulaire, B.P.163, 67404 Dlkirch Cedex, France; fip://fip-igbmc.u-strasbg.fr/pub/) 
und beim EBI (flp://ftp.ebi.ac.uk/pub/soflwareO sovsde bei alien gespiegelten 
Intemetseiten des EBI (European Bioinformatics Institute, WeUcome Trust Genome 
Campus, Hinxton, Cambridge CBIO ISD, UK), heruntergeladen werden. Wemi das 
ClustalW Computerprogramm der Version 1.8 benutzt wird, urn die Identitat 
zwischen z.B. eihem gegebenen Referenzprotein und anderen Proteinen zu 
bestimmen, sind folgende Parameter einzustellen: KTUPLE=1, TOPDIAG=5, 
WIND0W=5, PAIRGAP=3, GAPOPEN=10, GAPEXTEND=0.05, GAPDIST=8,' 
MAXDIV=40, MATRIX=GONNET, ENDGAPS(OFF), NOPGAP, NOHGAP. Eini 
MSglichkeit zum Auffinden von ahnlichen Sequenzen ist die DurchfUhrung von 
Sequenzdatenbanlaecherchen. Hierbei wird eine oder werden mehrere Sequenzen als 
sogenannte Abfrage ("query") vorgegeben. Diese Abfiagesequenz wird dann mittels 
statistischen Computerprogrammen mit Sequenzen, die in den ausgewShlten 
Datenbanken enthalten sind, verglichen. Seiche Datenbankabfragen ("blast 
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searohe,") dem Fachmaon bekanm und k8«en be, verschiedeo«x Anbietem 
du^hgefdtot werden. WW eine solche Datobankabftage z.B. beim NCBI (Na«o„aI 
Center for Biotechnology Information, http://www^obi.nIm.nih.gov/) durchgefthr. 
so sollen die Standardein^U^gen. die Or die jeweilige Vergleichsanfrage vor- 
gegeben dnd. benuM ™dea FOr Protein.e,uenzverg.eioI>e Cl^lasq,") .ind dieses 
folgende EinsteUnngen: Lten. enttez = nioht akUviert; FUter - low complexity 
akhviert; Expect value - 10; word size - 3; Matrix = BLOSUM62; Gap costs- 
Existence = 11, Extension - 1. Als Ergebnis einer solchen Abftage werden neben 
anderen Parametem auch der Anteil an Identitttt zwischen der Abftagese^ n„d 
den m den Datenbanken aufeeflmdenen ahnlichen Se<nienzen dargesteUt. Unter 
«nem erfindungsgemSBen P„,tein soUen daher im Znsammenhang mit der vor- 
hegenden Erfindmig solche Proteine verstanden werden. die bei der Verwendung 
mmdestens einer der vorstehe^i beschriebenen Methoden zur Identitatsbestimmung 
erne Identitat von mindestens 50% auftveisen. bevorzug. von mindestens 60% 
besonders bevorzugt von mindestens 70 %, welter bevonrug, von mindestens 80%,' 
und insbesondere von mindestens 90 %. 

Der Ausdruck "voUstMige Mevalonat Kinase" wie er hierin verwemiet wiri 
beschreibt eine Mevalonat Kinase, die von einer vollsttadig« kodierenden Regioii 
emer Transkripa„nseinheit kodiert wird. mnfissend das ATO-Startcodon und alle 
mfonnationsfagend«. Exonbereiche des im Herkunftsorganismns vcrliegenden filr 
Mevalonat Kinase kodierenden Gens, sowie die fflr eine korrekte Termination der 
Transkription nOtigen Signale. 

Der Ausdruck "biologische Aktivitat einer Mevalonat Kinase" wie er hierin ver- 
wendet wird. bezieh. sich auf die Fahigkei. eines Polypeptids, die vorstehend 
beschriebene Reaktion, d.h. die Umsetzung von Mevalonat mad Adenosmtriphosphat 
zu Phosphomevalonat und Adenosindiphosphat zu katalysieren. 

Der Ausdruck "aWves Fragment" wie er hierin verwendet wird, beschreibt mcht 
mehr vollstHndige Nukleinsteen kodierend Or Mevalonat Kinase, die aber noch Or 
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Polypeptide mit der biologischen AktivitSt einer Mevalonat Kinase kodieren. und die 
eine fiir die Mevalonat Kinase charakteristische Reaktion wie vome beschrieben 
katalysieren kSnnen. Solche Fragmente sind kOrzer als die oben beschriebenen 
voUstandigen. fur die Mevalonat Kinase kodierenden Nukleinsauren. Dabei kSnnen 
sowohl an den 3'- und/oder 5'-Enden der Sequenz Nukleinsauren entfemt worden 
sein, es kSnnen aber auch Telle der Sequenz deletiert, d.h. entfemt worden sein, die 
die biologische Aktivitat der Mevalonat Kinase nicht entscheidend beeintr«chtigen. 
Eine geringere oder gegebenenfalls auch eine erhfihte Aktivitat, die aber noch die 
Charakterisierung bzw. Verwendung des resultierenden Mevalonat Kinase Fragments 
gestattet, wird dabei als ausieichend im Sinne des hier verwendeten Ausdrucks 
verstandea Der Ausdruck "aktives Fragment" kann sich ebenso auf die Amino- 
sauresequenz der Mevalonat Kinase beziehen und gilt dann analog den obigen 
Ausftflmmgen fur solche Polypeptide, die im Vergleich zur oben definierten 
voUstandigen Sequenz bestimmte Telle nicht mehr enthalten, wobei die biologische 
Aktivitat des Enzyms jedoch nicht entscheidend beemtrachtigt ist. Die Fragmente 
kSnnen dabei verschiedene LSngen besitzen. 

Der Begriff "Mevalonat Kinase Hemmtest" oder "Hemmtest". wie er hierin ver- 
wendet wird, bezieht sich auf ein Verfehren bzw. einen Test, der es gestattet, die 
hihibition der enzymatischen Aktivitat eines Polypeptids mit der Aktivitat einer 
Mevalonat Kinase durch eine oder mehrere chemische Verbindungen (Kandi- 
datenverbindung(en)) zu erkennen, wodurch die chemische Verbindung als Inhibitor 
der Mevalonat Kinase identifiziert werden kann. 

Der Ausdruck "Gen", wie er hierin verwendet wird, ist die Bezeichnung f& einen 
Abschnitt aus dem Genom einer ZeUe, der ftir die Synthese einer Polypeptid-Kette 
verantwortlich ist. 

Der Ausdruck "Fungizid" bzw. "fungizid" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich 
auf chemische Verbindungen. die zur Bekampfung von PUzen, insbesondere von 
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pflanzenpathogenen Pilzen geeignet sind. Solche pflanzenpathogcne Pilze werden 
nachfolgend genannt, wobei die AufeShlung nicht abschUeBend ist: 

Plasmodiophoiomycetes, Oomycetes. Chytridiomycetes. Zygomycetes, Ascomycetes, 
Basidiomycetes und Deuteromycetes, z.B. 

Pythium-Arten, wie beispielsweise Pythium ultimum, Phytophthora-Arten, wie bei- 
spzelsweise Phytophthora infestans, Pseudoperonospora-Arten. wie beispielsweise 
Pseudoperonospora humuli oder Pseudoperonospora cubemis, Plasmopara-Arten. wie 
beispielsweise Plasmopara viticola. Bremia-Arten. wie beispielsweise Bremia 
lactucae, Peronospora-Arten. wie beispielsweise Peroru>spora pisi oder P. brassicae 
Etysxphe-Arten, wie beispielsweise Erysiphe graminis, Sphaerotheca-Arten, wie bei- 
spielsweise ^haerotheca fuligir^a, Podosphaera-Arten, wie beispielsweise 
Podosphaera leucotricha, Venturia-Arten, wie beispielsweise Venturia inaequalis 
Pyrenophoia-Arten, wie beispielsweise Pyrenophora teres oder P graminea 
(Konidienfomi: Drechslera, Syn: Helminthosporium), Cochliobolus-Arten wie 
beispielsweise Cochliobolus satiyus (Konidienform: Drechslera, Syn: Helmin- 
aiosporimn), Uromyces-Arten, wie beispielsweise Urornyces appendUndatus, Puccinia- 
Arten, wie beispielsweise Puccirna recondita, Sclerotinia-Arten, wie beispielsweise 
Sclerotirtia sclerottorum. Tmetia-Arten, wie beispielsweise Wletia caries-, UstQago- 
Arten, wie beispielsweise Ustilago nuda oder Ustilago a.enae, PeUicularia-Arten wie 
beispielsweise Petticularia sasaJdi, Pyricularia-Arten, wie beispielsweise Pyricularia 
oryzae, Fusarium-Arten. wie beispielsweise Fusarium culmorum, Botiytis-Arten. 
Septoria-Arten. wie beispielsweise Septoria nodorum, Leptosphaeria-Arten, wie 
beispielsweise Leptosphaeria nodorum, Cen^spom-Arten. wie beispielsweise 
Cercospora canescens, Altemaria-Arten, wie beispielsweise Altemaria brassicae oder 
Pseudocercosporella-Arten. wie beispielsweise Pseudocercosporella herpotrichoides. 

Von besonderem mteiesse sind 2.B. auch Magnaportke grisea, CocMiobulus 
heterostrophus, Nectria hematococcus and Phytophtora species. 
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Fungizide Wirkstoffe. die mit Hilfe der erfindungsgemSBen Mevalonat Kinase 
gefunden werden, kflnnen aber auch nut Mevalonat Kinasen aus humanpathogenen 
Palzspezies interagieren, wobei die Interaktion niit den unterschiedlichen in diesen 
Pilzen vorkommenden Mevalonat Kinasen nicht immer gleich stark sein muss. 

Gegenstand der vorUegenden Erfmdungen ist deshalb auch ein Verfahren zum 
Identifizieren von Antimykotika, d.h. von Inhibitoren der Mevalonat Kinase aus 
human- oder tierpathogenen Pilzen, die zum Herstellen von MitteM zur Behandluhg 
von durch human- oder tierpathogene Pilze hervorgerufenen Erkrankungen 
verwendet werden konnen. 

Dabei sind die folgenden humanpathogenen Pilze von besonderem Interesse, die 
unter andei^m die nachfolgend genannt«n Krankheitsbilder hervoixufen komien: 

Dermatophyten. wie z.B. Trichophyton spec, Microsporum spec, Epidermopt^ton 
floccosum Oder Keratomyces ajelloi, die z.B. FuBmykosen (Tinea pedis) hervoixufen, 

Hefen, wie z.B. Candida albicans, Soor-Osophagitis und Dermatitis hervoiruft 
Candida glabrata. Candida kn^ei oder Cryptococcus neoformans. die z.B. puhno-' 
nale Cryptococcose und auch Torulose hervoirufen kSnnen, 

Schimmelpilze. wie z.B. Aspergillus Jumigatus, A. flavus. A. niger, die z.B. broncho- 
puhnonale Aspergillose oder Pilzsepsis hervorrufen, Mucor spec. Absidia spec 
Oder Rhizopus spec, die z.B. Zygomykosen (intravasale Mykosen) hervorrufen' 
mnospoHdium seeberi, der z.B. chronische granulomatOse Pharyngitis und 
Tracheitis hervorruft Madurella myzetomatis, der z.B. subkutane Myzetome hervor- 
ruft. Histoplasma capsulatum, der z.B. retikuloendotheUale Zytomykose und M 
Darling hervorruft, Coccidioides immitis, der z. B. puhnonale Coccidioidomykose 
und Sepsis hervorruft, Paracoccidioides brasiliensis, der z.B. brasiUanische 
Blastomykose hervorruft, Blastomyces dermaHtidis, der z.B. GUchrist-Krankheit und 
nordamerikanische Blastomykose hervorruft, Loboa loboi, der z.B. Keloid-Blasto- 
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mykose und Lobe's KrarJcheit hervorrufl. und ^orothri. schencJai, der z.B. Sporo- 
tnchose (granulomatfise Hautmykose) hervoiruft. 

Im Folgenden sollen die Begriffe "fungizid" b^. Tungizid" gleichennaBen ftir die 
Begnife "antimykotisch" bzw. "Antimykotikum" als auch filr die Begriffe "fungizid" 
bzw. "Fungizid" im herkSmmUchen Sinne, d.h. bezogen auf pflanzenpathogene 
Pilze, verwendet werden. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer aus einem bestimmten Pilz, hier z.B. aus U 
maydis, gewonnenen Mevalonat Kinase gefunden werden, kamien also auch mit 
emer Mevalonat Kinase aus zahlreichen anderen Pilzspezies, gerade auch mit 
weiteren pflanzenpathogenen Pilzen interagieren, wobei die Interaktion mit den 
unter^chiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Mevalonat Kinasen nicht immer 
gleich stark sein muss. Dies erklSrt unter anderem die beobachtete Selektivitat der an 
diesem Enzym wirksamen Substanzen. 

Der Ausdruck "Kompetitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Eigen- 
schaft der Verbindungen, mit anderen, gegebenenfalls zu identifizierenden Verbin- 
dungen urn die Bindung an der Mevalonat Kinase zu kompetitieren und diese vom 
Enzym zu verdrSngen bzw. von dieser verdrSngt zu werden. 

Der Ausdruck "Agonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein MolektU 
das die Aktivitat der Mevalonat Kinase beschleunigt oder verstarkt. 

Der Ausdruck "Antagonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Mole- 
kOl, das die Aktivitat der Mevalonat Kinase verlangsamt oder verhindert. 

Der Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, stellt den Oberbegriff zu 
Agonist bzw. Antagonist dar. Modulatoren kfimien Ideme organisch-chemische 
MolekOle. Peptide oder Antik6rper sein. die an die erfindungsgemfiBen Polypeptide 
bmden bzw. die deten Aktivitat beeinflussen. Weiterhhx kfinnen Modulatoren kleine 
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organisch-chemische MolekQie, Peptide oder AntikSrper sein, die an ein MolekOl 
binden. welches vdedenim an die erfndungsgemfiBen Polypeptide bindet, und 
dadurch deien biologische AktivitSt beeinflusst. Modulatoren kOnnen natiirUche 
Substrate und Liganden darstellen oder strukturelle oder funktionelle Mimetika 
davon. Bevorzugt handelt es sich beim Ausdruck "Modulator", wie er hierin ver- 
wendet xvird, jedoch um solche MolekGle, die nicht die natOrlichen Substrate bzw. 
Liganden darstellen. 
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Beschreibung der Erfindung 



Die Mevalona.. Ki^ (EC 2.7.1.36). in Folgenden auch »i. MK abgelcO^ 
valonatundAdenosimliphosphatCAbbUdm^l). "ospl^me 
2 ™ de. Mevalona. Kina. ka«,sierte Reason i« ein «semieU« Sctai.. an, 
997 B.ochenns.^ and molconla, biology of s,™,, ^ Saccf^^^es 

Ergo^erol B^o^f,^, S^^y^ M,/.CJ..G.„«. ,54. 2^9-277)'. 

«r die Mevalona. Kinase ™,den be.«s in ve.oMeden«„ ^ 
X55875) und ScH,^sacc,aron^es pon:ie (Swiaspn,, Acoes«o„ No.: AB00054.) 

Z'Z" »^ .ind 

S^u n^ente des die Mevalona. Kinase kodi«e„d„ Gen. bekann. 
D^n ^ die Mevalona. Ki„a« anoh in zabl.lcben andean o^anis„e 
^ .0 ^. aua ..^^^ (swisap^.: Accession No.: AK023087) 
— Acce^on No.: BC005.0. ^ (.^^ 

Accession No.: AC091749). vvi^^prot. 

Die Se,„e„^i.i,ei.en zwischen ve^obiedenen MK. aind inne*alb der 
^onn^ben Klasacn signifi^, ^ ^ 

bakteneUen Enzymen weniger signifikant ist. 

Die Mevalonat Kinase wurde aii« v*.ro«i,;^j ^ 

ase wurde aus verschiedenen Organismen isoliert, exprimiert 
--..v^«.**a.a.«e.ial 

n.eval„na.e lonaae ft„„ ra. Uver^ m CA.. 265(4). 2391-93. Chu. Xiusbeng and 
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Li, Ding, 2003, Cloning, expression, and purification of His-tagged rat mevalonate 
kinase. Prot. Exp. Purific. 27, 165-70; Schulte et al., 2000, Purification and 
characterization of mevalonate kinase fiom suspension-cultured ceUs of Cathaianthus 
roseus (L.) G. Don. Arc. Biochem. Biophys. 378(2), 287-298; Oulmouden and Karst, 
1991, Nucleotide sequence of the ERG12 gene of Saccharomyces cerevisiae 
encoding mevalonate kinase, Curr. Genet. 19, 9-14). 

Li der vorliegenden Erfindung wird nun zum ersten Mai die voUstSndige Sequenz 
einer Mevalonat Kinase aus dem pflanzenpathogenen Pilz Ustilago maydis zur Ver- 
agung gestellt, die die weitere Erforschung von Mevalonat Kinasen insbesondere 
aus pflanzenpathogenen Pilzen und damit die ErschUeBung eines neuen Zielproteins 
ftir die Identifizierung neuer fimgizider Wirkstofife eimflgUcht 

Trotz umfengreicher Forschungen an der Mevalonat Kinase war bislang unbekannt, 
dass die Mevalonat Kinase m Pilzen ein Zielprotein (ein so genamites "Target") 
fungizid wirksamer Substanzen sein kann. 

Fiir bereits bekannte Inhibitoren der Mevalonat Kinase wurde keine fimgizide 
Wirkung beschrieben (siehe 2.B. Hinson et al., 1997, Post-translational regulation of 
mevalonate kinase by intermediates of the cholesterol and nonsterol isoprene 
biosynthetic pathways. J. Lipid Res. 38, 2216-2223; Tanaka et al.. 1990, Purification 
and regulation of mevalonate kinase firom rat liver. J. Biol. Chem. 265(4), 2391-98). 
Zwar verweisen verschiedene VerOfifentUchmig auf die besondere Rolle der Meva- 
lonat Kinase (z.B. Ouhnouden and Karst. 1991, Nucleotide sequence of the ERG12 
gene of Saccharomyces cerevisiae encoding mevalonate kinase. Curr. Genet. 19, 9- 
14) fiir den Stoffwechsel von Pilzen wie z.B. des Hefepilzes Saccharomi;ces 
cerevisiae und beschreiben auch, dass die ZerstSrung des Hefe-Gens ERG12, 
welches fiir die Mevalonat Kinase kodiert, fiir S. cerevisiae letal ist (Ouhnouden und 
Karst, 1990. Isolation of the ERGJ2 gene of Saccharomyces cerevisiae encoding 
mevalonate kinase. Gene, 88, 253-257). Keine der VerSffentlichungen nimmt jedoch 
Stellung zu der Frage, ob das Enzym Mevalonat Kmase durch Wirkstoffe beeinflusst. 
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Z.B. inhibiert werden kann, und ob eine Behandlung von Pilzen in vivo mit einem die 
Mevalonat Kinase moduUerenden WirkstofFzur BekSmpfung von Pilzen mdgUch ist. 
Die Mevalonat Kinase wurde damit als Zielprotein ftir Fungizide bislang noch nicht 
beschrieben. Es sind keine Wirkstoffe bekannt, die eine fungizide Wirkung auf- 
weisen und deren Wirkort die Mevalonat Kinase ist. 

Damit wird in der vorliegenden Erfindung zum ersten Mai gezeigt, dass die 
Mevalonat Kinase nicht nur ein insbesondere ftir Pilze wichtiges Enzym darsteUt und 
deshalb in besonderem MaBe dazu geeignet ist, als Zielprotein ftir die Suche nach 
weiteren und verbesserten fungizid wirksamen Wirkstoffen verwendet zu werden 
sondem auch, dass die pilzliche Mevalonat Kinase tatsSchUch in vitro und auch m 
vivo durch Wirkstoffe beeinflusst werden kann, dass Modulatoren der Mevalonat 
Kinase als Fungizide verwendet werden kflnnen, und es werden Verfahren zur 
VerfUgung gestellt. die zur Identifizierung solcher Fungizide verwendet werden 
konnen. 

So wurde im Rahnxen der vorUegenden Erfindung ein Verfahren entwickelt, das 
geeignet ist, die enzymatische Aktivitat der Mevalonat Kinase sowie die Hemmung 
dieser Aktivitat durch eine oder mehiere Substanzen in einem so genannten Hemm- 
test zu bestimmen, und auf diese Weise Modulatoren, bevorzugt Inhibitoren des 
Enzyms, z.B. in HTS- und UHTS-Verfahren zu identifizieren. Identifizierte Inhibi- 
toren, die in vitro bereits eine inhibierende Wirkung auf eine gegebene Mevalonat 
Kinase zeigen, kOnnen dann in vivo auf ihre fungizide Wirkung gepriift werden. 

Die Inhibitoren einer pUzlichen Mevalonat Kinase komien als Fungizide insbe- 
sondere im Pflanzenschutz oder auch als Antunykotika in Phannaindikationen ver- 
wendet werden. In der vorUegenden Erfindung wird beispielsweise gezeigt, dass die 
Hemmung der Mevalonat Kinase mit einer in einem erfindungsgemMfien Verfahren 
identifizierten Substanz zum Absterben der behandelten Pilze in synthetischen 
Medien bzw. auf der Pflanze ftlhrt. 
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Mevalonat Kinase kaxm aus verschiedenen pflanzen oder auch human- oder 
terpathogenen Pilzen gewonnen werden, z.B. aus PUzen wie dem pflanzenpatho- 
genen Pilz U. maydis. Zur HersteUung der Mevalonat Kinase aus Pilzen kann das 
Gen Z.B. rekombinant in Escherichia coli exprimiert und aus E. coli Zellen eine 
Enzympr^aiation hergestellt werden (Beispiel 1). Bevorzugt werden Mevalonat 
Kmasen aus pflanzenpathogenen Pilzen venvendet, um im Pflanzenschutz 
emsetzbare Fungizide zu identifizieren. 1st das Ziel die Identifizienmg von Fungi- 
zzden bzw. Antimycotika. die in Phannaindikationen verwendet werden sollen. em- 
pfiehlt sich der Einsatz von Mevalonat Kinasen aus human- bzw. tierpathogenen 
Pilzen. 

Um eine Mevalonat Kinase aus einem pflanzenpathogenen Pilz zur Verfilgung zu 
stellen, wurde ftir die Expression der von UmergU (Um steht ftir Ustilago maydis) 
gemSB SEQ ID NO:l kodierten Mevalonat Kinase UmErgl2 gem^B SEQ ID NO-2 
der zugehSrige ORF (open reading frame) aus genomischer DNA nach dem Fach- 
mami bekamiten Methoden Uber genspezifische Primer amplifiziert. Die ent- 
sprechende DNA wurde gemaiJ den Angaben des Herstellers in den Vektor pDESTlS 
(mvitrogen. ermoglicht die Einftihrung eines N- terminalen GST-Tags) kloniert Das 
resultierende Plasmid pDEST15_umergl2 enlhSlt die voUstSndige kodierende 
Sequenz von Umergl2 in einer N-terminalen Fusion mit einem GST-Tag aus dem 
Vektor. Das UmErgl2 Fusionsprotein besitzt eine berechnete Masse von 74,5 kDa 
(vgl. Beispiel 1 und Abbildung 3). 

Das Plasmid pDEST15_umergl2 wurde dann zur rekombinanten Expression von 
UmErgl2 in E coli BL21 (DE3) verwendet (vgl. Beispiel 1). 

In der vorliegenden Erfindung wird damit auch eine welters vollstandige genomische 
Sequenz eines pflanzenpathogenen Pilzes kodierend fiir eine Mevalonat Kinase zur 
VerfUgung gesteUt, und deren Verwendung bzw. die Verwendung des davon 
kodierten Polypeptids zar Identifizierung von Inhibitoren des Enzyms sowie deren 
Verwendung als Fungizide beschrieben. 



-16- 



CJegenstand der vor]ieg«den Bfindu^g ist deAalb die filr ein Polypeptid mi, 
der eaz^tisohen FmMon ^ Mevalonat Kinase kodi«ende Nukleinstae 
dem Pilz Ustilago mqydis. 

Mevalonat Kinasen teilen sich homologe Bereiche. T^isch fiir Mevalonat Kinasen 
«t eme konservierte Region, die beide bei der Binding von ATP beteiUgt ist 

Diese ATP-BindungssteUe ist ein fllr Mevalonat Kinasen cha^ktoistisches Sequent 
merkmal, Durch eine geeignete Suel» in der PROSITC datable kann ein solohes 
Mouv identifizier. werden (Hofinann K, Bueher P., Falque. L., Bairoeh A. (1999) 
Tie PROSITE database, its status in 1999". Nucklc AcUb He,. 27. 215). Es kann 
wie folgt dargestellt werden: 

[UVM].[PK]-x-[GSTA]-x(0.1).O-[LM]-[GS].S-S-[OSA)-[OSTAC]. 

PROSOB em,«g,ich. Polypeptiden eine Funkti™. zuzuordnen ™d sonri. Guanylat 

Kinasen als solche zu erkennen. 

Bei der DarsteUung des Prosite Motivs wird der "Eto-Buchstaben-Code" verwende. 
Das ^bol V stebt Or eine Poddon. an der jede Ananos*™ akzeptiert wird. Eine 
var^ble Position, an der verscbiedene bestimmte Amin„s.„re„ ak^pUert werden 
™d u, eekigen Klammem "[...]- dargestellt, wobei die an dieser Position magliche,; 
Annn„s*«n au^ezM. werden. An^osSuren. die an einer bestin^ten Position 
meht akzeptiert werden. stehen dagegen in geschweiften Klannnem "{ >- Ein 
GedankensMeb trenn. die einzetoen Eiemente bzw. Positionen des'^Motivs. 
W.ederholt sieh eine bestimmte Position. z.B. V. n„br^ hintereinander. kann 
dies durch Angabe der Zahl der Wiederholungen in einer nachfolgenden Klammer 
dargesteUt werden, z.B. "x (3)", was iilr "x-x-x" steht 
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Ein Prosite Motiv stellt also letztUch die Komponenten einer Konsensussequenz dar. 
sowie Abstande zwischen den beteiUgten Aminosfiuren und ist damit typisch filr eine 
bestimmte Enzymklasse. Anhand dieses Motivs kOnnen auf Basis der erfindungs- 
gemSBen Nukleinsauren weitere Polypeptide aus pflanzenpathogenen Pilzen inden- 
tifiziert bzw. zugeordnet werden. die zur selben Klasse wie das erfindungsgemaBe 
Polypeptid gehOren und deshalb auch in erfindungsgemSBer Weise verwendet werden 
kSnnen. 

Im Falle der Mevalonat Kinase aus U, maydis liegt dieses Motiv ebenso vor wie bei 
S. cerevisiae. S. pombe, Magnaporthe grisea oder K crassa (vgl. AbbUdung 2). Die 
spezifische Konsensussequenz ftir eine erfindungsgemaBe Mevalonat Kinase, die zur 
Identifizierung bzw. Zuordnung weiterer erfindungsgemaBer Polypeptide genutzt 
werden kaim, ist deshalb bevorzugt 

P-x-G-x-G-L-G-S-S-A, 
und besonders bevorzugt die Konsensussequenz 

P-I-G-A-G-L-G-S-S-A-A. 

Das oben genannt« Prosite Motiv bzw. die spezifische Konsensussequenz sind 
typisch ftir die erfindungsgemaBen Polypeptide, die anhand dieser Konsensus- 
sequenzen strukturell definiert werden kSnnen und damit auch eindeutig identi- 
fizierbar sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind deshalb auch Polypeptide aus pflanzen- 
pathogenen Pilzen mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, die das 
vorstehend genannte Prosite Motiv [LIVM]-[PK]-x-[GSTA]-x(0,l).G-[LM]-[GS]-S- 
S-[GSA]-[GSTAC] umfassen, bevorzugt solche Polypeptide, die das vorstehend 
genannte Motiv P-x-G-x-G-I^G-S-S-A umfassen, und besonders bevorzugt solche 
Polypeptide, die die Konsensussequenz P-I-G-A-G-L-G-S-S-A umfassen. 
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Aufgrund der Homologien, die bei speziesspezifischen Nukleinsfiuren kodiercnd ftlr 
Guanylat Kinasen vorliegen. kSnnen auch Mevalonat Kinasen aus andei^n 
Pflanzenpathogenen Pilzen identifiziert und verwendet warden, um die oben gestellte 
Aufgabe zu l6sen. d.h. sie kOimen ebenfalls zum Identifizieren von Inhibitoren einer 
Mevalonat Kinase verwendet werden, welche wiederum als Fungizide im Pflanzen- 
schutz verwendet werden k5nnen. Es ist jedoch auch denkbar einen andei^ Pilz. der 
mcht pflanzenpathogen ist, bzw. dessen Mevalonat Kinase oder die dafOr kodierende 
Sequenz zu verwenden, um fungi^d wirkende Inhibitoren der Mevalonat Kinase zu 
Identifizieren. Aufgrund der hier angegebenen Sequenz gemMB SEQ ID NO- 1 und 
eventuell davon abgeleiteten Primem sowie gegebenenfalls unter Zuhilfenahme des 
vorstehend gezeigten Prosite Motivs ist es dem Fachmann mSglich, z.B. mittels PGR 
weitere fiir Mevalonat Kinasen kodierende Nukleinsfiuren aus anderen (pflanzen- 
pathogenen) Pilzen zu erhalten und zu identifizieren. Solche Nukleinsauren und 
der^n Verwendung in Verfahren zum Identifizieren von fiingiziden Wirkstoffen 
werden als von der vorliegenden Eifindung umfasst betrachtet 

Mit Hilfe der erfindungsgemSBen NukleinsSur^equenz sowie der bereits vorstehend 
genannten bereits bekannten Sequenzen aus anderen pflanzenpathogenen Pilzen 
kennen weitere fiir eme Mevalonat Kinase kodierende NukleinsSuresequenzen aus 
anderen Pilzen identifiziert werden, 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind insbesondere bevorzugt die fiir die 
Mevalonat Kinase aus Ustilago maydis kodierenden Nukleinsauren mit der SEQ ID 
NO:l sowie die fiir die Polypeptide gemaB SEQ ID NO:2 oder aktive Fragmente 
davon kodierenden Nukleinsauren. 

Bei den erfindungsgemSfien Nukleinsauren handelt es sich insbesondere um einzel- 
strangige oder doppelstrangige Desoxyribonukleinsauren (DNA) oder Ribonuklein- 
sauren (RNA). Bevorzugte Ausfiihrungsformen sind Fragmente genomischer DNA 
und cDNAs. 
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Besonders bevoizugt umfassen die eifindungsgemaBen Nukleinsfiuren eine Sequenz 
ausgewahlt axis 



a) einer Sequenz gemSB SEQ ID NO: 1, 

b) Sequenzen, die fiir ein Polypeptid kodieren, welches die Aminosaure- 
sequenz gemalJ SEQ ID NO; 2 umfesst, 

c) Sequenzen, welche eine zumindest 90 %ige Identitat mit den unter a) 
und b) definierten Sequenzen aufweisen und fiir das Sequenzmotiv 

[LIVM]-[PK]-x-[GSTA]-x(0,l)-G-[LMI-[GS]-S-S-[GSA]-[GSTAC] 
kodieren, 

d) Sequenzen, welche zu den unter a) bis c) definierten Sequenzen 
komplementSr sind, und 

e) Sequenzen, welche aufgrund der Degenerierfheit des genetischen 
Codes fur dieselbe Aminosauresequenz kodieren wie die unter a) und 
b) definierten Sequenzen. 

Wie bereits vorstehend ausgefllhrt, ist die vorUegende Erfindung nicht nur auf die 
Verwendung von Mevalonat Kinase aus U. maydis beschrankt. In analoger und dem 
Fachmann bekannter Weise kSnnen auch aus anderen Pilzen, vorzugsweise aus 
pflanzenpathogenen Pilzen, Polypeptide mit der Aktivitat einer Mevalonat Kinase 
verwendet oder gewonnen werden, die dann in einem erfindungsgemafien Verfehren 
eingesetzt werden kennen. Bevorzugt wird die Mevalonat Kinase aus U. maydis 
verwendet. 
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Gegenstand der vor&ge,«ie„ Erfindm^ smd «eiteri,i„ DNA-KonstaUcte. die eu« 
erfindungagemUe Nuldci„.s„„ u„d einen ho„olog» oder heterologen Promotor 
umfassen. 

Der Ansdruck ■ Wloger P™„„.„r". «ie er Uerin verwende. wird. bezieh. sich auf 
emen Promotor. der im Ursprung^organismus die Expression des betteffenden Gens 
— ert Der An.dn.ok "heterologer Promoter-. ™e er inerin verv^nde. ™d 
b-eh, sich auf einen Pron.o.„, der andere Eigenschaften als derjenige Pr^no^; 
auf^ve«.. der in. Ursprungsorganismus die Expression des betreSenden Gens 
kontrolliert. 

Die Answahl von heterologen PronK-teren is. davon abh^g. ob zur Expression 
pro- Oder eukaryotische Zellen oder zellfteie Systeme verwende. werden. Beispiele 
ftr l^taologe Promoton^. sind der 35S Promoter des Blumenkohlmosaikvirus fto 
pflanzUche ZeUen. der Promoter der Alkoho.dehydrogenase fttr HefezeUen. die 13- 
T7- Oder SPe-Promotoreo far prokaryotisohe Zellen Oder zellfteie Systeme. 

Bevorzug. soUten pilzUche Expressionssysteme ™e z.B. das «cte^„^System 
venvende. werden. wobei hier die Transtoip«on durch den Mefl,anol indnzierbaren 
. AOX-Promotor angetrieben wird. 

Gegensttnd der vorliegenden Erfindung sind femer Vekte^n. die eine erfindungs- 
Nukleinssure. eine erfindungsgemSBe regulatorische Region oder cin erfln- 
dungsgemMes DNA-Konstrufc. enftalten. Als Vektoren kem,en aUe in moiekular- 
brolo^sehen Uboratorien verwendete Phagen. Plasmide, Phagmide. Phasmide 
Cosmide, YACs, BACs. Wlnsaiche Chromosomen Oder Parfflcel. die fdr einen Parti- 
kelbeschuss geeignet sind. verwendet werden. 

Bevorzugte Velctoren sind z.B. die p4XXprom. Vektorserie (Mnmberg. D.. Mailer 
R.. Funk. M..1995. Yeast vectors for *e eonCoUed of heterologoui 

P««ems in difleren, ge^Sc backgrounds. Gene 156. 1,9-122) Or HefezeUen 
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pSPORT-Vektoren (Fa. Life Technologies) filr bakterielle Zellen, oder den Gateway 
Vektoren (Fa. Life Technologies) fUr verschiedene Expressionssysteme in 
bakteriellen Zellen, Pflanzen, P. pastoris. S. cerevisiae oder Insektenzellen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Wirtszellen, die eine erfindungs- 
gemafie Nukleinsaure. ein erfindungsgemaBes DNA-Konstrukt oder einen erfin- 
dungsgemaBen Vektor enthalten. 

Der Ausdruck "Wirtszelle", wie er hierin verwendet wd, bezieht sich auf Zellen. die 
natiirlicherweise die erfindungsgemafien Nukleinsauren nicht enthalten. 

Als Wirtszellen eignen sich sowohl prokaiyotische Zellen, vorzugsweise E. coli, als 
auch eukaryotische Zellen. wie Zellen von Sacoharomyces cerevisiae. Pichia 
pastoris, Insekten, Pflanzen, Froschoozyten und ZelUinien von Saugem. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind weiterhin Polypeptide mit der biolo- 
gischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, die von den erfindungsgemSBen Nuklein- 
sauren kodiert werden. 



Bevorzugt umfessen die erfindungsgemaBen Polypeptide eine Ammosauresequenz 
ausgewahlt aus 



(a) der Sequenz gemafi SEQ ID NO:2, 

(b) Sequenzen, welche eine 95 %ige Identitat mit der unter a) definierten 
Sequenz haben, und das Sequenzmotiv [LrVM]-[PK]-x-[GSTA]-x(0,l)- 
G-[LM]-[GS]-S-S-[GSA]-[GSTAC] umfassen, 

(c) Fragmente der unter a) und b) angegebenen Sequenzen, welche die 
gleiche biologische Aktivitat aufweisen wie die unter a) definierte 
Sequenz. 
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Der Ausdruck "Polypeptide". >vie er hierin verwendet ^d, bezieht sich sovvoH auf 
kurze Aminosaureketten, die gew8hnUch als Peptide, Oligopeptide oder Oligomere 
bezeichnet werden. als auch auf iSngere AminosSureketten. die gewohnlich als 
Proteine bezeichnet werden. Er umfasst Aniinosaureketten, die entweder durch natUr- 
hche Prozesse. wie posttranslationale Prozessierung. oder durch chemische Ver- 
fehren. die Stand der Technik sind, modifiziert sein konnen. Solche Modifikationen 
kOnnen an verschiedenen Stellen und mehrfach in einem Polypeptid vorkonnnen. wie 
beispielsweise am Peptid-RUckgrat, an der Anunosaure-Seitenkette. am Amino- 
und/oder am Carboxy-Temunus. Sie umfassen beispielsweise Acetylierungen, Acy- 
henmgen. ADP-Ribosylierungen. Amidierungen. kovalente VerknflpfUngen mit 
Flavinen. HSm-Anteilen. Nukleotiden oder Nukleotid-Derivaten, Lipiden oder Lipid- 
Derivaten oder Phophatidylinositol. CycUsierungen, Disulfidbrilckenbildungen De- 
methyUerungen. Cystin-Bildungen, Formylienmgen. gamma-Carboxylierungen. Gly- 
cosyhenmgen. HydroxyUerungen. lodienmgen, Methylierungen. Myristoylierungen 
Oxidationen. proteolytische Prozessierungen. Phosphorylierungen. Selenoylierungen 
und tRNA-vermittelte Additionen von Aminosauren. 

Die erfindungsgemaUen Polypeptide k6nnen in der Form "reifer" Proteine oder als 
Telle grSBerer Proteine. z.B. als Fusionsproteine. vorUegen. Weiterhin kSmien sie 
Sezemienmgs- oder "Leader"-Sequenzen. Pro-Sequenzen. Sequenzen. die eine ein- 
feche Reinigung ermOgUchen. wie mehifeche Histidin-Reste. oder zusatzliche stabili- 
sierende Aminosauren aufweisen. Die erfindungsgemafien Proteine komien ebenfaUs 
so vorliegen. wie sie natOrUcherweise in ihrem Herkunftsorganismus vorUegen. aus 
dem sie zum Beispiel direkt gewomien werden komien. In den erfmdungsgemafien 
Verfahren kennen ebenso aktive Fragmente einer Mevalonat Kinase eingesetzt 
werden, solange sie die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des Polypeptids 
bzw. deren Inhibition durch eine Kandidatenverbindung ermfjglichen. 

Die in den eifindungsgemaBen Verfahren eingesetzten Polypeptide kfimien un 
Vergleich zu den entsprechenden Regionen von natttrlich vorkommenden Mevalonat 
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Kinasen Deletionen oder Aminosfiuresubstitutionen aufweisen. solange sie zumindest 
noch die biologische Aktivimt einer voUstSndigen Mevalonat Kinase zeigen 
Konservative Substitotionen sind bevoizugt. Solche konservativen Substitutionen 
umfassen Variationer, wobei eine AminosSure durch eine andere Aminosaure aus 
der folgenden Gruppe ersetzt wird: 

1. Kleine aliphatische, nicht-polare oder wenig polare Reste: Ala, Ser, Thr, Pro 
irndGly; 

2. Polare, negativ geladene Reste und deren Amide: Asp, Asn, Glu und Gin; 

3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg und Lys; 

4. GroBe aliphatische, nicht-polare Reste: Met. Leu, He, Val und Cys; und 

5. Aromatische Reste: Phe, Tyr und Trp. 



Em magUches Reinigungsverfahien der Mevalonat Kinase basiert auf prSparativer 
Eleklxophorese, FPLC, HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrutions-, Revers- 
phasen- oder leicht hydrophoben Saulen), Gelfiltration, differentieller PrSzipitation 
lonenaustausch-Chromatographie oder AffinitStschromatogmphie (vgl. Beispiel 1). ' 

Ein schnelles Verfahren zum Isolieren von Mevalonat Kinasen, die von WirtszeUen 
synthetisiert werden, begimit mit der Expression eines Fusionsproteins, wobei der 
Fusionspartner auf einfeche Weise affinitatsgereinigt werden kann. Der Fusions- 
partner kami beispielsweise ein GST-Tag sein (vgl. Beispiel 1), Das Fusionsprotein 
kami dami an Glutatiuon-SepharosesSule gereinigt werden. Der Fusionspartner kann 
durch partieUe proteolytische Spaltung beispielsweise an Linkem zwischen dem 
Fusionspartner und dem zu reinigenden erfindungsgemSBen Polypeptid abgetremit 
weiden. Der Linker kann so gestaltet werden, dass er Ziel-Aminosfiuren wie 
Arginin- und Lysin-Reste einschlieUt, die Stellen fiir eine Spaltmxg durch T^sin 
defimeren. Urn solche Linker zu erzeugen. kfimien Standard-Klonierungsverfahren 
unter Verwendung von Oligonukleotiden angewendet werden. 
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Weitere m6gUche Reinigungsverfahren basieren wiederum auf prSparativer Elektro- 
phorese, FPLC. HPLC (2.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphasen- 
Oder leicht hydrophoben SSulen), Gelfiltration. differentieller Pi^pitation. lonen- 
austausch-Chromatographie und AfSnitatschromatographie. 

Die Ausdrttcke "Isolierung oder Reinigung", wie sie hierin verwendet werden. be- 
deuten. dass die erfindungsgemaBen Polypeptide von anderen Proteinen oder anderen 
MakromolektUen der Zelle oder des Gewebes abgetrennt werden. Vorzugsweise ist 
erne die erfindungsgemaBen Polypeptide enthaltende Zusammensetzung hinsichtUch 
des Proteingehalts gegeniiber einer Preparation aus den Wirtszellen mindestens 10- 
fach und besonders bevorzugt mindestens lOO-fech angereichert. 

Die erfindungsgemaBen Polypeptide kfimien auch ohne Fusionspartner mit Hilfe von 
Antikdrpem, die an die Polypeptide binden, affinitatsgereinigt werden. 

Das Verfaht^n zum Herstellen von Polypeptiden mit der Aktivitat einer Mevalonat 
Kmase. wie z.B. des Polypeptids UmErgl2, ist damit gekemizeichnet ist durch 

das Kultivieren einer WirtszeUe enthaltend zumindest eine exprimierbare 
Nukleinsauresequenz kodierend fiir ein Polypeptid aus Pilzen mit der 
biologischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase unt^ Bedingungen, die die 
Expression dieser Nukleinsaure gewahrleisten, oder 



(a) 



(b) 



em 



das Exprimieren einer exprimierbaren Nukleinsauresequenz kodierend ftir ^ 
Polypeptid aus Pilzen mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase 
in einem in vz>o-System, und 



(c) die Gewinnung des Polypeptids aus der Zelle, dem Kulturmedium oder dem 
in vz/ro-System. 
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Die so erhaltenen ZeUen enthaltend das erfindungsgemafie Polypeptid oder das so 
erhaltene gereinigte Polypeptid sind geeignet, in Verfahren zum Identifizieren von 
Modulatoren bzw. Inhibitoren der Mevalonat Kinase verwendet zu ;verden. 

Gegenstand der vorUegenden Erfindung ist auch die Verwendung von Polypeptiden 
aus Pilzen, bevorzugt aus pflanzenpathogenen bzw. human- oder tierpathogenen 
Pilzen, welche die biologische Aktivitat einer Mevalonat Kinase besitzen in 
Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoren eines Polypeptids mit der Aktivitfit 
emer Mevalonat Kinase, und die Verwendung dieser Inhibitoren der Mevalonat 
Kinase als Fungizide. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer Mevalonat Kinase aus einer bestimmten 
Pilzspezies gefunden werden, kSnnen auch mit Mevalonat Kinasen aus anderen 
Pilzspezies interagieren. wobei die fateraktion mit den unterschiedlichen in diesen 
Pilzen voikommenden Mevalonat Kinasen nicht immer gleich stark sein muss. Dies 
erkiart unter anderem die Selektivitat wirksamer Substanzen. Die Verwendung von 
Wn-kstofifen. die mit einer Mevalonat Kinase einer bestimmten Pilz-Spezies gefunden 
wurden, als Fungizide auch bei anderen Pilze-Spezies kann darauf zurackgeftihrt 
werden, dass sich Mevalonat Kinasen aus verschiedenen Pilzspezies relativ nahe 
stehen und in grfifieren Bereichen eine ausgepr^te Homologie zeigen. So wird in 
Abbildung 3 deutUch. dass eine solche Homologie ilber betrachtUche Sequenz- 
abschnitte hinweg zwischen t/. maydis, S, cerevisiae, N. crassa, S. pombe und 
M grisea besteht und damit die Wirkung der mit Hilfe der Mevalonat Kinase aus 
U. maydis gefondenen Substanzen nicht auf U. maydis beschrankt bleibt. In 
Verfehren zum Identifizieren von Fungiziden werden deshalb bevorzugt Polypeptide 
mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase verwendet, die eine 
Konsensussequenz gemaB Abbildung 2 aufweisen. 

Verfahren, die geeignet sind, Modulatoren, insbesondere Inhibitoren bzw. Antago- 
nisten der erfindungsgemafien Polypeptide zu identifizieren, beruhen in aller Regel 
auf der Bestimmung der Aktivitat bzw. der biologischen Funktionalitat des Poly- 
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pepfds. Dazu ko™n„ prf^pieu sowohl auf ga«zen ZeUcn beruhende Vafthren (« 
v-vo Ve*l«n) i„ F«go, vrte aach Vcfttoen, die auf der Verwendung des ^ den 
ZeUen i.oUe«en Polypeptide benien. das in gereinigter «ler teilweise ge,.i«ig,er 
Fom. Oder anoh al. RoheKtak, vorUeg™ kann. Die^ zellfteien ,n v/s-o Verfahren 
konnen ebenso wie l„ vh-o Veiftl^ in. LabonnaBstab. in bevor^ugter Weise aber 
anch in HTS Oder UHTS Verfahren genu« werden. to Whlu.s an die oder 
m v.tro Identiflzierung von Modulato.en des Polypeptida kannen Test, an 
PUzkulturen durchgefflta. werden, un. die ftngizide Wnksanid. der gefbndenen 
Verbindungen zu prufen. 

Viele Testsysteme. die die PrOftng von Verbir«iunge„ nnd natBriichen Exttakten 
zum Ziel haben. sind bevorzngt auf holie Durchsatzzahlen auagerichtet, un, die Zahl 
der nntersuchten Snb«anzen in einem gegebenen Zeitraum zu maximieren Test- 
syaemc. die anf zellfteiem Arbeiten beruhen. brauchen gereinigtes oder ^. 
gereinigtes Protein. Sie sirrd geeigne. fflr eine "erste" Prtliimg. die in erster Linie 
<W abzielt. einen m«glichen Einfluss einer Substanz auf das Zielprotein zu 
detektieren. 1st eine solche erae Pritfung erfolgt und eine oder mehrere Verbin- 
dungen. Extrakte etc. gefunden, kann die Wirfcung solcher Verbindungen to Labor 
noolr gezielter untersuoht v;erden. So kann in einem ersten Schritt die Inhibierung 
Oder Aktivierung des erfindungsgenaflen Polypeptids in ^Uro noch einmal geprttft 
.wden, um to Anschluss daran die Wirksanieit der Verbindung am Zielorgams- 
mus. Uer einem oder mehreren pflanzenpatliogenen Pilzen. zu testen. Die Verbin- 
dung kam, dam, gegebemmaus als Ausgangspunkt fflr die weitere Suche und Ent- 
«cklung von fengiziden Verbindungen verwende, werden. die auf der ursprOng- 
achen Strubur basieren, jedoch z.B. hinsichflich Wirksamkeit. ToxizhW oder 
Selektivitat optimiert sind. 



Um Modulatoren aufeufinden, kam.zJB.ein synthetiseher Reaktionsmix (zB 
Produkte der *, v«r<, IVanskription) oder ein zellularer BestandteU, wie eine 
Membran, ein Komparttaent oder irgendeine ander, PrSparation. die die erfindungs- 
gemUen Polypeptide enttalt. znsammen mit einem gegebenenfeUs markierten Sub- 
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strat Oder Liganden der Polypeptide in Gegenwart und Abwesenheit eines Kandi- 
datenmolekOls, das ein Antagonist sein kann, inkubiert werden. Die Fahigkeit des 
KandidatenmolekOls. die Aktivitat der erfindungsgemfiBen Polypeptide zu henunen, 
wird Z.B. erkennbar an einer verringerten Bindung des gegebenenfalls markierten 
Liganden oder an einer verringerten Umsetzung des gegebenenfalls markierten Sub- 
strates. MolekOle. die die biologische Aktivitat der erfindungsgemSBen Polypeptide 
hemmen, sind gute Antagonisten. 

Ein Beispiel ftir ein Verfahren, mit welchem Modulators der erfindungsgemfiBen 
Polypeptide aufgefunden werden kflmien. ist ein Verdrfingungstest. bei dem man 
unter dafUr geeigneten Bedingungen die erfindungsgemfiBen Polypeptide und einen 
potenziellen Modulator mit einem MolekQl, das bekamitermaBen an die erfin- 
dungsgemfiBen Polypeptide bindet, wie einem natiirUchen Substrat oder Liganden 
Oder einem Substrat- oder Liganden-Mimetikum zusammenbringt. Die erfindungs- 
gemfiBen Polypeptide selbst kOmien markiert werden, z.B. fluorimetrisch oder colon- 
metrisch, so dass man die Anzahl der Polypeptide, die an einen Liganden gebunden 
smd Oder die eine Umsetzung mitgemacht haben, exakt bestimmen kami. Ebenso 
kann jedoch die Bindung mittels des gegebenenfells markierten Substrats, Uganden 
bzw. Substratanalogen verfolgt werden. Auf diese Weise Ifisst sich die Effektivitfit 
von Antagonisten ennessen. 

Effekte wie Zelltoxizitfit werden in diesen in vitro Systemen in der Regel ignoriert 
Die Testsysteme iiberprtifen dabei sowohl inhibierende bzw. suppressive Effekte der 
Substanzen, als auch stimulatorische Effekte. Die Effektivitfit einer Substanz kami 
duixjh konzentrationsabhangige Testreihen abe^T^rilft werden. Kontrollansfitze ohne 
Testsubstanzen bzw. ohne Enzym kOmien zur Bewertung der Effekte herangezogen 
werden. 

Durch die anhand der vorliegenden Erfindung verfUgbaren. ftir eine erfindungs- 
gemfiBe Mevalonat Kinase kodierende Nukleinsfiuren enthaltenden WirtszeUen. wird 
die Entwicklung von Testsystemen, die auf Zellen basieren. zur Identifizieruni von 
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Sub^unzca ennagUch^ di. die AWvi«. der «fl.du.gsgemMcn Pol^eptide 

modulieren, 



Vo«^ handel, « rfch bei de» z„ iden«fcie^den Modulatoren un, klein. 
orgamsch-chemische Verbindimgen, 

Eu. Vcrai^ zum Ide„tifide:.„ ein« VerbWung. die die Alcdviat einer Meva- 
l^i Kioa^e au. Pi,«„ „oduUert und die al. I^gizid in, Pflan^,^^ 
werden Icann. besteht denmadi bevorzugt darin, dass man 



a) eu. Polypeptid nn. der biiogi^ Al«ivi«. einer Mevalona. Kinase 
bevorzug. aua Pite. beso„d«s bevc^ au. pflanzenpaftogeneJ 
M«n. Oder eine WirtszeUe ena»*end ein seiches Polypeptid mit einer 
d-emischen Verbindm« «ier „ri, einem Gemisch von ohemischen Verbin- 
dungen nnter Bedingmgen in Kon«a brings die die teteraktion einer 
ohemisehen Verbindung mil dem Polypeptid erlauben. 

b) die AMviBt dieses Polypeptids bei Abwesenl^i, einer ehemisoh«. Ver- 
bindung nut der AWvia. des Polypeptids bei Anwesenheit einer ohemisehen 
Verbmdung Oder eines Oemisches von ohemisehen Verbindungen vergleich^ 

0) ^^^emisehe Verbindung auswttlt die die Alcavim. des erfcdungsgemMen 
Polypeptids spezifisch moduliert, und gegebeaenfalls 

d) <««fi«Wid<loWiri=ung der ausgewMten Verbmdung /«vftv,praft 

Besonde. bevorzug. wird dabei diejenige Verbindung besfam^ die die AMvi«. 
des erflndungsgemaBen Polypeptids spezifisch inhibiert Der Begriff "Aktivittt" «ie 
er hi^ verwendet v™,. bezieh. sieh auf die biologi^he Aktivi«tt des erfmdjngs- 
gemSBen Polypeptids. 
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In erner bevorzugten Ausflihrungsfonn wd die Tatsache genutzt. dass bei der 
Reaktion der Mevalonat Kinase ein MolekOl Adenosindiphosphat (ADP) freigesetzt 
wd. Die Aktivitat bzw. die Ab- oder Zunahme der Aktivitat des erfindungsgemaBen 
Polypeptids kann deswegen durch den Nachweis des entstehenden ADP bestimmt 
werden. Dabei wird die geringere bzw. inhibierte Aktivitat des erfindungsgemafien 
Polypeptids anhand des Nachweises des entstehenden ADP durch Kopplung an die 
nachgeschaltete Reaktion der Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase verfolgt 
Die Pyruvatkinase setzt dabei Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat um, welches dann von 
der Laktat Dehydrogenase zur Oxidation von NADH zu NAD verwendet wird Die 
durch die gekoppelte Reaktion steigende NAD-Konzentration bzw. abnehmende 
NADH-Konzentration kann photospektrometrisch durch Absorptions- oder 
Fluoreszenzmessung (bei 340 mn bzw. einer AnregungsweUenlange von 360nm und 
erner Emissionswelleniange von 465nm) bestimmt werden. 

Die Messung kann auch in fiir HTS- oder UHTS-Assays gSngigeren Formaten 
erfolgen, z.B. in Mikrotiteiplatten, in denen z.B. ein Gesamtvolumen von 5 bis 50 ^1 
pro Ansatz bzw. pro WeU vorgelegt wird und die einzehien Komponenten in der 
gewtinschten Endkonzentrationen vorUegen (vgl. Beispiel 2). Dabei wird die zu 
testende, potentiell die Aktivitat des Enzyms inhibiei^nde oder aktivierende Verbhx- 
dung (KandidatenmolekOl) z.B. in einer geeigneten Konzentration in Testpuffer 
enthaltend Mevalonat, Adenosintriphosphat, Phosphoenolpyruvat und die ge- 
koppelten Hilfsenzyme Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase vorgelegt. Dann 
vnxd das erfindungsgemaUe Polypeptid m Teslpufifer zugegeben und die Reaktion 
dadurch gestartet Der Ansatz wird dann bei einer geeigneten Temperatur inkubiert 
und die Absorptionsabnahme bei 340 nm gemessen. Die Inkubationsdauer kann 
dabei ttber einen grSBeren Zeitraum variiert werden. Bevorzugt erfolgt eine hiku- 
bation fiir 5 bis 60, bevorzugt fiir 15 bis 45 Minuten, im Mittel also etwa 30 Minuten 
Der gekoppelte Enzymtest wird z.B. in Tanaka et al.. 1990, beschrieben (Tanaka et 
al., 1990, Purification and Regulation of Mevalonate Kinase from Rat Liver. J. Biol 
Chem. 265, 2391-2398). 
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Eme Messung erfolg. in eincm en.sprechend« A.^ jedoch ohne Zugabe 

y KandldatemnoleMI. und ohne Zugabe cincs «findungsg«„Men Polyp^pUds 
Wkontrolle). Ein= wcitere Me»ung erfolg. ^edenun bei Abwesenhd. eines 
Kand.datenmolekm^ jedooh bei Anwe^ei, de. erflndungsgemiU.=„ Polypeptide 
(Posmvkon^oUe). Negativ- und Posi«vkon.roUe e-^eben danait die Ve,gIeiohswer.e 
ai den Ansatzen bei Anwesenheit eines KandidatenmolektUs. 

Um optaale Bedingungen fflr ein Verfehren zum Identifcieren von Inhibitoren der 
Mevalonat Kinase bzw. zur Bestomung der Aktivi* der e.findung.gem«Be„ 
Polypeptide z„ e^itteln, kann e. vorteillaft sein. den jeweiligen KM-Wer. des 
venvendeten etfndungsgenflUen Polypeptide zu besflnm^en. Dieser gib. dann 
AufscMu^ nber die bevorzug. zu verwendende Konzentration des bzw, der Sub- 
Im FaU der Mevalona. Kinase aus « ™^ konnte ein Kk, von 130 mM fUr 
AdenosinWphospha. und ein K^, v«r 200 mM fflr Mevalona. be^. werden 

Mit Hitfe der vorstehend beispielhaft besohriebenen Verfehren konnten im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung Verbindungen identic werden, die die pilzUche 
Mevalona. Kinase inbibieren. und die in der Lage sind, Pilze versobiedener Spezies 
zu scMdigen (z3. Waohstanshenunung) bzw. abzuMMen. 

Es versteh. siob von selbs.. dass neben den ge«»n«en Verfthren zur Bestinunung der 
Chen Aktivia. einer Mevalona, Kinase bzw. der Inhibition dieser Aktivi* 
und ^ Wentifizieren von Fuugiziden auch andere. z.B. berei.s bekann.e. Verfebren 
b^. Henm^esrs verwende. werden kennen. solange diese VerfiUnen es gesmtien. die 
Aktiv.« ^ Mevalona. Kinase zu bestinunen und eine Inhibition dieser Aktivia. 
d^h eine Kandid.atenverbtodung zu erkennen. Ein alternatives Ver&hren beruh. 
Z.B. auf dem Einsab radioaktiv maikierten ATPs (Ouhnouden und Ka«*. 1991 
Nucleotide sequence of tire ER012 gene of SaccHarcn^es cere^ae encoding 
mevalonate kinase. Curr. Genet 19, 9-14). 
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Mit dem erfindungsgemaBen Veifehren konnten auf diese Weise Inhibitoren der 
Mevalonat Kinase identifiziert werden. 

In Tabelle I wird beispielhaft eine Verbindung gezeigt, die mit einem erfindungs- 
gemaBen Verfahren als ein Inhibitor der Mevalonat Kinase identifiziert werden 
konnte. 

Tabelle I 



Beispiel 



Verbindung 

5 ■ 




Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte weiter gezeigt werden, dass die mit 
Hilfe eines erfindungsgemaBen Verfahrens identifizierten Inhibitoren einer erfin- 
dungsgemaBen Mevalonat Kinase geeignet sind, Pilze zu schadigen oder zu toten. 

Dazu kennen z.B. in die KavitSten von Mikrotiteiplatten eine LSsung des zu 
prUfenden Wirkstoffs pipettiert werden. Nachdem das Lfisungsmittel abgedampft 
ist, wird zu jeder Kavitat Medium hinzugef&gt. Das Medium wird vorher mit einer 
geeigneten Konzentration von Sporen bzw. Mycel des zu priifenden Pilzes versetzt. 
Die resultierenden Konzentrationen des Wirkstofifes betragen z.B. 0,1, 1, 10 und 
100 ppm. 



Die Flatten werden anschlieBend auf einem Schttttler bei einer Temperatur von 22»C 
inkubiert, bis in der unbehandelten KontroUe ein ausreichendes Wachstum fest- 
stellbar ist. 
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Die Auswertung erfolgt photomelrisch bei einer Wellenlange von 620 mn. Aus den 
Messdaten der verschiedenen Konzentmtionen kann die Wirkstoffdosis bestimmt 
werden, die zu einer 50 %igen Hemmung des Pilzwachstums gegenttber der unbe- 
handelten KontroUe flihrt (EDso). Auf diese Weise konnte gezeigt werden. dass mit 
einem eifindimgsgemaBen Verfahren Inhibitoren der Mevalonat Kinase identifiziert 
werden konnten, die eine fungizide Wirkung in vivo besitzen. 

In Tabelle H sind die Ergebnisse eines solchen Tests als EDso-Werte ftir eine in 
einem eifindungsgemaBen Veifahien gefundene Verbindung (vgl. Tab. 1) beispielhaft 
wiedergegeben. Die Verbindung zeigt bei verschiedenen Pilzen eine fungizide 
Wirkung. 

Tabelle n 



Merbindmigv 


— — -^^ ■- ■•..i'- 


- EB^'^ippthf .^.y. 

;. •■ -'^C ' ''if^ ■• 


1 


Botrytis cinerea 


0,37 


1 


Pyricularia oryzae 


<0,10 


1 


Aspergillus nidulans 


0,28 



Die vorBegende aflndung bezidrt sich daher ebenfaUs auf die Verwendung von 
Modulatoren der Mevalonat Kinase aus Pilzen. bevorzug. aus pflanzenpaftogenen 
Pilzen als Fungizide. 



Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf Fungizide, die mit Hilfe eines 
erfindungsgemafien Verfahrens identifiziert wurden. 

Verbindungen, die mit Hilfe eines erfindungsgemafien Verfahrens identifiziert 
werden, und die aufgrund der Inhibition der pilzUchen Mevalonat Kinase eine fungi- 
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^de Wu^, ^ ^ ^^^^ 

verwendet werden, 



una/od. d>e«i«hea Eigcnschaften in die UbUohen Fo™^e„^ ^ 
w.e I^gen. Emul.ione„. S«„e„. Pulver. Soteumc. Fasten. Granu- 

hte Aerosole. Fein«vedcapse.»ge„ in polyn.^ stoffen „nd in Hmn^ Or 

Saatgut. sowie ULV-Katt- nnd Wannnebel-FonnuKemngen. 

Die^Fo^uliemngen ^ in bekannte, Weise h«8«teU, .B. durch Venni^hen 
d™offen3i.S,^«,n.aIsoM»ig«.r^^ 

™*"t!r T«ge,*rtfen. gegebenenfelU un.er Venvend>„^ 

2 ob^flW^nai^ven Minein. also En.«.gie„ni.te,n und/ode, Di^ennittoin 
™d/<^ scha^ne^eod^ Mit^In. to Fa«e der Benutzung von Waaser ala St^. 
■^^^J^- -h organi^he I.su„g^, ^ 

«^ Ala fl„.s.ge L.s™^«el iconunen in: wesendichcn in Fn^: A^naten, »ie 
Xy^,, Toiuol Oder M>^^^, ^ 

KoWen„ffe. «ie CUo.ben»„e. CUo^,ene oder Me«.y,encUond. aiip,«.- 
KoMenwaase^ofl.. CyoM^ oder Pan^ .3. E,d«,fia,«io„en. 
A^ho,^ «e Butano, oder Glyco, sowie de.«. Ether n„d Ester. Ketone, wie Aceton. 

m«e; ™e D™e«.y,fon„an.d n„d Di^isnUbxid. sowie Wasser. Mi. verflussig^n 

ga^nn^ S.reelani«e.n oder Tr^e^„ff.„ ^^^^^^ 

we.^ be. nonnaler Teo.,eramr „nd ™ter Nonnaidn^ci. gas«>n„ig sind. z3. Aerosol- 

TT7 r »wie B«an, Propan. Stickstaff nnd 

KoMen<Uox.d Als feste T^ger^ffe iconnnen in F^^: na«Miohe Oesteinan»Ue 
™e Kaolu.e. Tonerden. Tailcun., Kreide, Quarz. A«apulgit MontaK>nUoni< «,erDiate: 
meenerde »d Gesteinamehl^ wie hoo.xUspe.ae Kiese.st<n«. Alunnnhnn- 

ox.d und Sd^ate. AU feste T.^^ ^ ^ ^ 

^chene und fiaioionierte na«>r>iehe Geateine wie Caleit Mannor. Bin.. SepioUd, 
Dolonu, sowe syna.e«sche G« ana anorganischen ..d organisoh» Mehlen 



BCS 03-3Q:^^ 



34 



sowie Granulate aus organischem Material wie Sagemehl. Kokosnufischalen, Mais- 
kolben und Tabakstengel. AIs Emulgier und/oder schaumerzeugende Mittel kommen in 
Frage: z.B. nichtionogene imd anionische Emulgatoren, wie Polyoxyethylen-Fettsaure- 
ester, Polyoxyelhylen-Fettalkoholether. 2.B. Alkylaiylpolyglycolether, Alkylsulfonate, 
Alkylsulfete. Arylsulfonate sowie EiweiJihydrolysate. AIs Dispeigiermittel kommen in 
Frage: z.B. lignin-Sulfitablaugen und MethylceUulose. 

Es kOnnen in den Formulierungen Haftmittel wie CarboxymefliylceUulose. natOrliche 
und synthetische pulverige, kSmige oder latexfiJimige Polymere verwendet werden, 
wie Gummiarabicum, Polyvinylalkohol, Polyvinylacetat, sowie natUrUche Phospholi- 
pide, wie Kephaline und Lecithine, und synliietisclie PhosphoUpide. Weitere Additive 
kOnnen mineralische und vegetabile 6le sein. 

Es kSnnen FarbstoflFe wie anorganische Pigmente, z.B. Eisenoxid, Titanoxid, Ferro- 
cyanblau und organische Farbstoffe, wie Alizarin-, Azo- und Metallphthalocyanin- 
farbstoffe und Spurennahrstoffe, wie Salze von Eisen, Mangan. Bor, Ki^fer, Kobalt, 
Molybdan und Zink verwendet werden. 

Die Foimulienmgen enlhalten im allgemeinen zwischen 0,1 und 95 Gewichtsprozent 
Wirkstofl^ voizugsweise zwischen 0,5 und 90 %. 

Die eifindungsgemSBen Wirkstofife kdnnen als solche oder in ihren Fonnulierungen 
auch in Mschung mit bekannten Fungiziden, Balcteriziden, Akariziden, Nematiziden 
Oder Insektiziden verwendet werden, um so z.B. das Wirkungsspektrum zu verbieifem 
Oder Resistenzentwicldungen vorzubeugen. In vielen Fallen erhSlt man dabei syner- 
gistische Effekte, d.h. die Wirksamkeit der Mischung ist grSBer als die Wiiksamkeit 
der Einzelkomponeuten. 

Beim Einsatz der erfindungsgemSBen Verbindungen als Fungizide kdnnen die Auf- 
wandmengen je nach Applikation mnerhalb grSBerer Bereiche variiert werden. 
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E^dun„ k»..en aUe Pflanzen u„d Pflanzemeae bchaadel. ^ 
Pflanzen werden hierbei m Pflanz» »,d Pflan«„pop„Monen verstanden. wie er- 
v^ohte ^erwo^te Wildpflaozen „d„ KulturpO^ (ei»s.hlieBUch ..Mr. 
hoh vorko^^endet Kultapfla:^). K„l.„^iWn k«nnen Pflanzen .ein. die duxch 
konv^o,»ne Z«chta,gs. »d Opti„,.n«^^ettoden ode, durch bi„,echnoI„gis*e 
und g««eote,.ogi.he Mettoden „der Kombina«on« di.ser MeU.d« erhal^n 
»«d«. k»„,«:, etachlieBUoh d.r ,^sg«ea Pfla:^ „^ einschHcBHoh der durch 
So««^hu.zrech« schteba«„ ^ Pfla^rt,, Uater 

Pfla„z=n.e,le„ .o„en aUe obe*di.h«. »d t«1. und Orga,„ der 

P^en^™ Blan. Blm. .„d Wu^ v.«and« ^ bei^elhaft 
Blatter Nadel^ StangC, s.^. eioten, F™ch*fl,p„, ^ 
W.^h, Knollen un, Mizo^n. aufgeflto «erdcn. Zu den Pflanzenteilen geMrt 
«.oh Emtegu. «,wie vege.a«ve= und gen^ves Ven„ehr.„.g..„a.erial. beispiel. 
»«« Stecklinge. Knonen, Rhizome, Ableger »»J Samen. 

Die erflndungsgemaBe Behandluag der Pflanzen ^ Pflar^teile nit den Wirk- 
stoffen erfolg. direk. oder durch Einwirkung auf de^ Umgehung. Lebensraunr oder 
Lagcaaum nad> den <.bUchen Behandlungsmeftoden. z.B. durch Tauchen. SprOhe. 
Verdanrpfen. Ven^beh. Streueo. Auteeich^. und bei Vennehrungsn^, insbe-" 
sondere be. Samen, ™terhin d«ch ein- oder mehrschichtiges VmbW^ 

nachibl^en Beispiele illuatrieren verschiedene A.pek,e der vorHegenden 
Erfindung und sind nicht limMereod auszulegen. 
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BeisDiele 
Beispiel 1 

mavdis 



Fur d.e Klonienmg von Vmergl2 bzw. dessen Expression w»r<te to ORF a« 
gcaomi^her DNA aus gcnspczfflsohe ftuncr ampliflzicr,. Die 

enwnde DNA. ein A.p,i,„n von 1059 bp Unge. ™<,e in den Veicor 
PDON201 von Invito,gen ^wisohenldonier. und a-scUieUend tlber Rekombination in 

pDEST15_nn..,gl2 enM. die voUsSndige kodlerende Sequenz von u,nergl2 in 
em« N-ten^en Fusion n* dem OST-Tag, das Besto,d« des Vektors ist Das 
Un,agl2 Fusionsprotein besita eine beiechnete Masse von 74,5 kDa. 

For die Iieterologe Expression wurde das Plasnud pDESTI5_«„ergl2 in E. coli 
BL21 (DE3) ttansfonniert Von den Transfonnanten wurde eine Vorkulto in 50 ml 
Selekhonsmedium angein>pa Dicse Zell«. wurden tlber Nach, bei ST-C inkubiert 
und anschUeflend l.-20inSeIekaonsmedium(LB.Mediun.nu, 100 Mg/n,, AmpiciUin) 
verfflnnt Die Mukdon erfolgte bei einer 0D«.™ von 0,8 mit 0.1 mM IPTO (End- 
konzentration) bei 30»C. Naoh 3 h mduktion wurden die Zellen geemte. und direke 
aufgearbeitet 

Der Aufiehluss erfolgte durch Somfizieren in Lysqmfier (100 mM Tria-HCl nH 8 
5 mM DTT, 5 n^ MgC. , O.I Triton. 10 ^M AIT) naoh vorangegangenel W 
zym Bei^andlung (15 Minuten. 30'C. 1 n^nU final in Lysepuffer). Die dur* Zen«. 
fugafon (15 min bei 4«C 10 000 g) eAaltene CytoplasmafiakUon wurde Or die Auf- 
reungung des exprinrierten Proteins verwendet. Nach FUt«tion dureh eine 0 45 um 
Nalgene Filtrationseinbeft erfolgte die Reinigung naeh den, Standartprotok;.. des 
HersteUers fUr Glutathioa-Sepharose SSuIen unier Verwendung des folgenden 
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puffc (100 mM Tris«Cl. pH 7,5; ,0 ATP, 5 mM MgCl^ 5 DTT. 10 % 
Glycerin). Als Elutiomp»ffer wmde 50 .^M Tri^a pH 8,0. 5 DTT 5 „A1 
MgCb, 10 MM ATP, 10% Olycerin ™. 20 „M rc6^^ o^,, 
Daa gercimgte Protein wurde bei -^0»C gelagert. 250 ml Kultunnedium konnte 
et™ 2,5 Mg lesUehes ft^ein isoUert werden, das in Verfehren zum Identifizieren 
von Modulatoren der Mevalonat Kinase verwendet werden konnte 



Beispiel 2 



I dentifeierunp von Modulatoren der M.valon«t ;^ ^S 4-W.1I.mtp 

einem peknppi>lten A ssay 

Zur IdentifizieruBg von Modulatoren der Mevalonat Kinase warden 384-Well- 
Mikrotiterplatten von Greiner verwendet. 

to die erste und zweite Spalte die Negativ-KontroUe pipemert. Diese setzh= 

^eh zusan^en a„s 5 m I^sung, ( 5 % DMSO in H,0). 20 ^ Lasung2 (100 
Tnsmci pH 7,5, 15 mM MgCfe, 12,5 mM Ghxtattuon, 0,25 % BSA) «d 25 nl 
Usung 3 (100 mM Triamci pH 7,5. 15 mM MgQ. 20 nAl KCl. 0,6 n*l ATP 

0.8naMPEP,0,6n^NADH,20n*imT,0,02«/.TW20)nut 200n,UPyn.vai 
Kinase, 400 mU Lactat Dehydrogenase. 

m die dritt. nnd viert. Spalte wde die Positiv-Kontrolle pipetdert. Diese setzte sioh 
a^annnen a„s 5m Msung, (5 DMSO in H.0), 20 m Las„„g4 (,00 mM Tris«Cl 
pH 7,5, 15 mM MgCb, 12,5 ™M Glutathion. 0,25 % BSA, 0.1 Mg Mevalonat Kinase) 
und 25 m Msung 3 (100 mM Tris^CI pH 7,5. 15 nM MgCla. 20 mM KCl. 0.6 mM 
ATP. 0.8 mM PEP. 0.6 mM NADH. 20 mM DTT, 0.02 TVveen 20) mi, 200 mU 
Pyruvat Kinase. 400 mU Lactat Dehydrogenase. 

In die verbleibenden Spalten wntde eine P«fe„bstanz in einer Konzentration von 
2 MM in DMSO votgelegt. ™bei zum Verddnnen der Substanz IfcO verwendet 
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wurde. Naoh Zugabe von 20 m 4 (100 mM TW^CI pH 7.5. 15 mM MgQ, 

12.5 n>M GluMuon. 0.25 % BSA. 0.1 Mevalona, Kimse) wurden zum Star. 
Reaktton 25 m MsungS (100 mM rnMCl pH 7,5. 15 aM MgCk. 20 mM KCl 
0.6 nAl ATT., 0.8 mM PEP. 0.6 nM NADH. 20 mM DTT. 0,02 % Tweeo 20) mii 
200 mU Pj™vat Kkase „„d 400 mU Lactet Dehydrogenase zugegeben. Es folgte 
eme Inkubation bei 25-C fflr 20 Minuten. Die an.=UieBende Messung erfclgte durch 
Bestnmnnng der Absorption bei 340 nm in einem fUr MIP geeigneten SPECTRA- 
Fluor Plus von Tecan. 

BeisDiel 3 

N^^f, ^er fimf ri- ddai WirMmp der identifi^W^ T„.,.,, „„- 

Kinase 

In die Kavitaten von Mikroti.e,pla«en wurde eine methanolisehe Wsung des anhand 
ernes erfindungsgemaJSen Verfahrens identifirierten Wiikstoffi in der gewtinschten 
Menge. versetzt mi. einem Emulgator. pipettiert Naohdem das LOsmtgsmittel abge- 
dampft war. wurden je KaviMt 200 Potatoe-Dextiose-Medimn WnzugefBg. Das 
Medimn wurde vorher mit geeigneten Konzentrationen von Sporen bzw. Mycelen 
des zu prOfenden Pilzes versetzt. 



Die resultierende Konzentration des Emulgators betrug 300 



ppm. 



Die Flatten wurden anschUefiend auf einem Schiitfler bei einer Temperatur von ll^C 
uikubiert, bis in der unbehandelten KontroUe ein ausreichendes Wachstum feststell- 
bar war. Die Auswertung erfolgte photometrisch bei einer WeUenlSnge von 620 mn 
Aus den Messdaten der verschiedenen Konzentrationen wird die Wirkstoffdosis die 
zu emer 50 %igon Hemmung des Pilzwachstums gegenUber der unbehandelten Kon- 
ti-oUe flihrt (ED50), berechnet. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, dadurch gekennzeichnet,. dass 



man 



(a) ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat 
Kinase mit einer cliemischen Verbindung oder einem Gemisch von 
chemischen Verbindungen unter Bedingungen, die die Interaktion der 
chemischen Verbindung mit dem Polypeptid erlauben, in Kontakt 
bringt, 

(b) die Aktivitfit der Mevalonat Kinase bei Abwesenheit einer chemischen 
Verbindung mit der Aktivitfit der Mevalonat Kinase bei Anwesenheit 
einer chemischen Verbindung oder eines Gemisches von chemischen 
Verbindungen vergleicht, und 

(c) die chemische Verbindung, die die Mevalonat Kinase spezifisch inhi- 
biert, auswahlt. 



Verfahren gemfifi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass 



man 



(a) das bei der Reaktion der Mevalonat Kinase entstehende ADP mit Hilfe 
einer Pyruvatkinase zu ATP umsetzt, 

(b) das dabei entstehende Pymvat mit Hilfe einer Lactatdehydrogenase 
unter NADH-Verbrauch zu Laktat umsetzt, und 

(c) den Verbrauch des NADHs anhand einer AbsoiptionsSnderung ver- 
folgt. 
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3. Verfahren gemSfi Anspruch 2. dadun^h gekennzeichnet. dass man eine 
Henunnng der enzymatischen Aktivitat anhand einer geringeren Zunahme der 
ADP-Konzentration bestimmt. 



4. 



Verfehren gemSB einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
man m einem weiteren Schritt die fungizide Wirkung der identifizierten 
Verbmdung testet, indem man sie mit einem Pilz in Kontakt bringt. 

5- Verfahren gemaU einem der AnsprUche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. dass 
man erne Mevalonat Kinase aus einem Pilz verwendet. 

6. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
man eine Mavalonat Kinase aus einem pflanzenpathogenen Pilz verwendet 

7. Verwendung von Polypeptiden mit der Aktivitat einer Mevalonat Kinase zum 
Identifizieren von Fungiziden. 

8. Verwend^g von Mubitoren von Polypeptiden mit der AWvitlt einer 
Mevalonat Kinase als Fungizide. 



9. 



Verwendung von Inhibitoren eines Polypeptids mit der Aktivitat einer 
Mevalonat Kinase, welche durch ein Verfahren gemafi einem der AnsprUche 
1 bis 4 rdentifiziert werden, als Fungizide. 

10. Verwendung von fungiziden Verbindungen, die in einem Verfahren gemafl 
emem der Anspriiche 1 bis 5 geiunden werden. zum Herst«llen von fungi- 
ziden Mitteln. 



H. N„Ideinsau«, l«KU«end fflr ein Polypeptid nut der biologiseben AWvitM 
emer Mevalonrt Kinase, dadmoli gekennzeichnet. daa «e filr eine Mevalonat 
Kinase aus U. mqydis kodiert. 
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12. NukIeins.urena«spWnpathogenenPilzen.dadu,.hgekenn^^^^^ 
sie erne Sequenz umfessen, die ausgewShlt ist aus: 

a) einer Sequenz gemSB SEQ ID NO: 1, 

b) Seq„«««„, die ftreinPolypepadkodieren. welches die A^nosflu^. 
sequenz gemSB SEQ ID NO: 2 um&sst. 

c) Se,ue„zen.weleheeinez™undeat90./rigelde«ia,„j,denuntera) 
«nd b) definierte,, Sequenzen aufi^sea ,md Or das Sequenzmotiv 

[UVM].[PK].x<OSTA>x(0.1)<3.CIJVIJ.tOS>S-S.[GSA>[GSTAq 

kodieren, 

a) S«,uenzen,welchezu den unter a) bis Odefimerto Sequenzen W 

plementar sind, und 

e) Sequenzen. seiche aufg^nd der Degenerierflaeit des genetischen 
Codes filr dieselbe Andnosturesequenz kodieren wie die m«er a) und 
b) definierten Sequenzen. 

13. I»;'A-KonsW«un^eineNukIeinsau..gen^Auspruehn«tel2 
und einen heterologen Promotor. 

14. Vd*.un>fessendeineNu.dei„s8uregem»flAnspruch„ Oder 12. Oder ein 
DNA-Konstrukt gemSfi Anspruch 13. 

15. Vetoor genmB Ansprucl. 14, dadurch gekennz«chnet dass die Nukleinstoe 
fimlmonell „u. regulatorisehen Sequen^n vedenilpft is^ die die Expression 
der Nukleinstee in pro- Oder euka.y„«schen ZeUen ge»tel.istea 
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16. WirtszeUe enUaaltend erne nmcbm^ gemiU, A^spnKh H «ier 12 cin 
DNA-Ko.^ ge„aB A.,™* ,3 oder einen Vektor ge„a6 A^rucL 14 

Oder 15. 



17. WirtoUe g«,«6 Ampruoh 16. dadurch gekennzeichne^ da.s « sich um eine 
prokaryohsdM oder eukaiyotische Zelle handelt 

18. Polypepad nu, der biologfaohen Aktivi* emer Mevalona. Kin^, ^ki^s 
von emer Nuklemsaure gemM Amprud, 1 1 oder 12 kodiert wird. 

19. Polypeptid mit der biologisohen Aktivia, einer Mevalo,^ Kinase, welches 
erne Aminos«nresequaiz gemSB SEQ ID NO: 2 umftsst 
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Polypeptide zum fdentifi^feren von ftinri zid wi.i...»..„ ^.,k......^^ 



Zusammenfassung 



Die Brfindung bezieht sich auf =in VeAhren Hentifideren von Fungizid«. die 
Verwendung von Mevalonat Kinase zum Identifizi«en von Fnngiziden, „nd die 
Verwendung von Inhibitoren der Mevalonat Kinase als Fungizide. 
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Mevalonate Kinase 



OH 



HO 




0-'^\^0H 
OH 



ADP 



Abbildung 1 
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1 
1 
1 
1 
1 



S cerevisiae 

_ ~ "* — S pombe 

M 



grisea partially 




26 
26 
48 



PHvrasVS^THLLISESS-APD'iiM 
T L M AVS- LB S i CKLQTTN~NNeG 
IP VAP. SVA- LF C X ANVSPRE~DGJ 

n B T A 7\ 71 T r-w^m,,,^ 



"VftflSVA-LFCXANVSPRE— DGKfasHDI 
101 flpIMAIS-LFSXLLVNTLSKSKRTVTIKE 
1 -ffVEgAIN-ysyLLVTALSKSKRTgiyRH 



gsragK^sgNDET^AITED S cerevisiae 
'njGTEIU?M^LQsEpv3QHVT S pombe 
^LGVlHTWNaAELPKSAVP U maydis 
'DiDFNtSBJNIDELPKKIFQ N crassa 
_ JD^DLl^T^Dcfe^STFS M grisea partially 

75 QVNSQKLAKRQQATDGLSQEHvSLLDPlflAQLS-ES FHYhBapt c 

73 VENVQHPASSPNL D [ LCXSIfiEltEfMPP -FHYHSaFC S cerevisiae 



lICPHAKN— IKFSMt] 
L_, - -lySSPSQG—CTLTIS £ 

lymciagqadaraqafvSr c 

"ft^sEjGSQSFP-GCQn C R S T] 
■^^MS^yGSHAFP-GGiy^RyT] 



166 LIGSNDLEKLSENDK HIvHoran 

158 NIEPBsSNSLQNNKA~LAlflEAW@EL^ 

186 RIPAEGSELSAEHST HiaEWAEL. 

247 TLSGEHPDQPPEEARLQIERIISRWAEV 
14 6 TLSCyHPDQPPDEARVQVER^lQvi 



>IGAGLGSS^ 

Qgaglgss^ 

jpiGAGIiGSS^ 
?IGAGLGSSi; 
'IGAGLGSSji 




lKDSHNGTINTNNFKEfflDD@PAIPMILTYHRlP] 

IMKKATAH QSAMKEFI KPKDTLSVMITjDJKQPJ 

ETRAHPSNTLTANKMNKIKC^SSFRFLLVdicVGRi 

p QRTDYN QPPSVRpyWE E PKLPLLLVd5rt. 

QRLDYA RPPWrPHWDgPELPLV-''-'^— 



KdiHaijps3ira^ 

ccIHGa:psGID^Av«{i^i>J|u 

KV r HG 1 P S G V D^ T V AVH G 
ME IHG N PSG V D^ T \; S^Q G 



213 
206 
232 
297 
196 

263 

252 ERIETVIDS 
281 gSEETRVNJQ 
343 KKHEQLVGT 
242 §THgKIVN£ 

313 SLIRiracEZgs^GVsBpi 

322 ELIKC 
385 EMMTI^ 
284 EXiMG 



lYLGG S cerevisiae 
LLAFG S poitODe 
TILYG U maydis 
LLQLR N crassa 
LLQIR M grisea partially 

Y|NgL S cerevisiae 
NjC^GLI S pombe 
U maydis 
Y^V N crassa 
qgv M grisea partially 

IvT s cerevisiae 
jK- S pombe 
'AAQK- U maydis 
AofflK- N crassa 
AI^R- M grisea partially 



•a^. '^*^*'''^^*^^'«PELPLLVVDT^KQAKfeTl3YEMEKk;^ m 

ui LJ w"^^ti|i£|ic^iiiKj\jAKgjR- M grisea par 

ySEJTRVNAflBARIQTIADSAOLVrrnM c.f^^lf ^ P°«*« 



giDAIDGISKSAVLALISE SDTCMqQ nrr«^^ « 

telQTIADSAQLvlGN SgLSqIIIISS 0 "^Z, 

:iTAIDQVTQSSAQLIEEQ Gm-EDEES-— IS m TJ^t 

Jo^.^.OVxicE----OKOKEo5s----S M ^rls^^ partially 

~|~S^KLTGAGGGGC]Sxfl S cerevisiae 

S pombe 

o maydis 

-J -WPKLTGAGGGGCSII N crassa 
g-^TKLTGAGGGGcjsiy M grisea partially 
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361 
337 
372 
433 
332 



liIrrditc 

LI TPECJ 
LI PDDFEI 
LljRPGVPF 
tjMRPDVPP 



qidsfkkkHqddfsyetfetdiSgtBccllsaknlnkdlki 

EFKLCKES L LAHK-NSIYDVQI G GP G VSWTDqnc! 



:-NSiyDVQI G GP G VSWTDSDS 

KVKELMSEI ENAG-FKCYETRV G GD G FGVKLLQDEQE 

KLDKLEQRI DEEG-YSKFETTiySD^GVLWPAVLKNGMDE 
KLERLKEPfcjDHE 

411 KS LVFQLFENKTTTKQQIDDLLLPGNTNLPWTS 
^80 FFPQYESDFDFKKLNLLSKFNKYYI 
aZI ~^ ^^AKLRFKEANVSNELAVWADELAGWVFA 
482 DEEGGMEIDLEKFLSADSNEALEKLVGVHGDRGEREGWKFWRVENRD 



S cerevisiae 
S pombe 
U maydis 
N crassa 

M grisea partially 

S cerevisiae 
S pombe 
U maydis 
N crassa 

M grisea partially 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Bayer CropScience AG 



<130> BCS 03-3035 

<160> 2 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 1341 

<212> DNA 

<213> Ustilago maydis 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1341) 

<223> 

<400> 1 



m2 s» z w ?s m m z ?s is s 2^ 



15 



95 



Til S?*" ^^"^ ^"^"^ <=tc gac aag aca ctt att 

lie Gin Gly Gly Gly Ala Val Pro Asp Ser Leu Lp l.yt ?hr LeS ill 



105 
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48 



96 



144 



III m ;s hS SI s 2? ?a ?s III - £1 - 

25 30 

It; ^ ?2 s 1^ ij= s= s; ?2 ?2 o4 ?s ?s 

?S SI SI S ^= J?: SI III fA 1:1 - 

IS IS III s; I- SI II? Ill SI - - -J - .2 SI "° 

^° 75 80 

SI SI S SI SI III III Sll - III SI ?l! Ill SI III 

85 90 



288 



336 



0 
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432 



480 



1!^ Se IS 1?. ?S - g= - ^ 

s El m Hi s: - 2! ?2 - S - - 

140 

i LI IS 2^ - s - - 

160 

s: £1 i?j I!? si? IS r = - 1=, 

165 Ser Ser Cys Leu 

175 

get gcg gcg etc acc ate etc tah rrrrf ^ 

Ala Ala Ala Leu Thr He Leu Ify S° «3 age 

180 ^ ^9 He Pro Ala Pro Gly Ser 

" 190 

IlJ SeJ Ea IS Hi^ s2 S; hS ^tg 

195 JJJ Asn Glu Trp Ala Phe Leu 

205 

tct gaa aag gta att cac gqc acc r-cr^ *. 

s» «u ... I I- x III t:; s? ?2 

220 

|a hS g; £1 - - 

225 230 e •'•nr ATg Ala His. Pro Ser Asn 

240 

s 2: ?2 ^1 - - SI j;- 1?= - - - - 

255 

S ill III ^£ - - - - g 3g „^ 

270 

s: ?2 lit 111 - IS I- ^2 ;s IS r.i 

" 285 

IS S LeS Sg ill Jh? ^tc gtg 

290 ^ ^ Ala Asp Ser Ala Glu Leu Val 

300 

etc act ggc aac teg ggt etc tnt- r,«« 1, 

jeu 01. s,r If, -J - - IS - ^« 

^•"■^ 320 

cgc gaa ctg ate aag oag aac cat an,^ 
Arg Glu Leu He Ly? oil Ts sir IJ^ 2^ 

325 „): -^^^ Gly Leu Glu Val 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



912 



960 



"0 335 



teg cac get teg eta aaa f-^rt =4-« 

IS s ?s is i,- 



350 
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10 15 



Pro Arg 



Ser Ala Gin Asp His Pro Pro Pro Ser Ser Val Val Val 



20 



25 



Ser Ala Pro 
30 



Gly Lys val He Leu Phe Gly Glu His Ala Val Val His Gly He Thr 

Ala val Ala Ala Ser Val Ala Leu Arg Cys lyr Ala Asn Val Ser Pro 

60 

Arg Glu ASP Gly Lys lie Ser Leu Asp Leu Pro Asp Leu Gly Val He 

'^^ 80 

His Thr Trp Asn lie Ala Asp Leu Pro Trp Ser Ala Val Pro Lys Ser 



90 
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95 



1152 



1200 



1248 



z l« f^i s I?. in i?; g- - 

360 3g5 

%l S 2? 2f 1^1 Z; 1% IS IS |g IS ?a! IS 

-^^5 380 

^e'? IS IS «n IS r 

385 ,on ^ ^i"^ Slu Thr Arg 

390 395 

gtg gga ggt gac ggc ttc qqc ate aaa f.^^ 

val OI. ..p ol. P.e I!, IS 2S SS Sp IS SS IS 

415 

IS i^: IS s: IS 2! s ^s: is is m ?s is 

ctg get gtg tgg get gat gag ctt get ggt taa ata ttl- cr^r^ 
I^eu Ala val Trp Ala Asp Glu Leu Ila ??5 Phe ^11 

"5 440 445 

<210> 2 
<211> 446 
<212> PRT 

<213> Ustilago maydis 
<400> 2 

Met Asn Arg Ala Arg Leu Glu Thr Arg Gly Gly Glu Gly Glu 



BCS 



lie Gin Gly Gly oly Ala Val Pro Asp Ser Leu Asp Lys Thr Leu He 

Gly Ala lie Glu Lys Val Val Gly Asp Thr Val Asn Glu Ser Glu Arg 

"° 125 

ser His Ala Ala Ser He Ala Phe Leu Val Leu Tyr Met Cys He Ala 

Gly Gin Ala Asp Ala Arg Ala Gin Ala Phe Val Leu Arg Ser Ala Leu 

"° 155 

Pro Xle Gly Ala Gly Leu Gly Ser Ser Ala Ala Leu Ser Ser Cys Leu 

^'^^ 175 

«a «a «a Je„ ii, ^ , ^ „^ 

•^^^ 190 

Glu L,„ ser Al, oau Hi. s.r Thr Hi. lie si„ ^ 

205 

Ser Glu Lys Val He His Gly Thr Pro Ser- t/ot ^ 

210 oil ^-^^ Asn Thr Val 

220 

Ala val His Gly Gly Ala He Ala Phe Thr Arg Ala His Pro Ser Asn 

240 

Thr Leu Thr Ala Asn Lys Met Asn Lys Leu Lys Gly Phe Ser Ser Phe 

255 

Leu V.1 *.p ser Cy. v.l oly Arg oiu oly r.ys Ly. I.u 

270 

val «a M. am .y. ai. ser Olu Pr, ^ »rg Val 

285 

Ala Ma I,eu Al. Arg II, «„ *r He Ala A.p Ser Ala ol„ I,eu Val 

300 

Leu Thr Oly A.n Ser oly Leu Ser Arg Ser Glu al„ Val Ala oln Leu 



315 



320 



Arg Glu Leu He Lys Gin Asn His Ser Glu Leu 



330 



Val Gly Leu Glu Val 
335 
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Ser His Ala Ser Leu Glu Leu He Lys Asn Lys Thr Glu Ser Phe Ala 

345 

Pro Asp Gin Leu Ala Thr Lys Leu Thr Gly Ala Gly Gly Gly Gly Cys 



360 



365 



Ala Val Thr Leu Leu Pro Asp Asp Phe Glu Glu Glu Lys Val Lys Glu 

Leu Met ser Glu Leu Glu Asn Ala Gly Phe Lys Cys Tyr Glu Thr Arg 

395 

val Gly Gly Asp Gly Phe Gly Val Lys Leu Leu Gin Asp Glu Gin Glu 
405 



415 



Glu Ala Glu Ala Lys Leu Arg Phe Lys Glu Ala Asn Val Ser Asn Glu 



425 



430 



Leu Ala val Trp Ala Asp Glu Leu Ala Gly Trp Val Phe Ala 
435 440 



-S- 



